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I.    INTRODUZIONE 
Definizione di Malattia da Reflusso Gastro-Esofagea 
La MRGE è stata recentemente definita come la condizione che si sviluppa quando il reflusso di 
contenuto gastrico nell’ esofago determina la comparsa di sintomi esofagei o extraesofagei e/o di 
complicanze ad esso legate. 
La sintomatologia associata a questa patologia ed i danni strutturali all’epitelio esofageo sono 
causati dalla prolungata esposizione di quest’ultimo ai succhi gastrici.  
Il principale sintomo associato alla malattia da reflusso è la pirosi (Nobel OT et al., 1976; 
Klauser AG et al., 1990), che generalmente si manifesta dopo i pasti soprattutto se ricchi di 
grassi (Iwakiri et al., 1996). Dal punto di vista clinico i pazienti affetti da MRGE sono suddivisi 
in due grandi categorie. La prima composta da coloro che soffrono di malattia da reflusso 
associata ad esofagite erosiva documentata all'endoscopia (ERD Erosive Reflux Disease), la 
seconda comprende quei soggetti che, pur riferendo i sintomi tipici della patologia, non 
presentano lesioni macroscopicamente rilevabili all'esofagogastroduodenoscopia (NERD Non 
Erosive Reflux Disease) (Orlando et al.,1999) 
 Nonostante l’assenza di erosioni visibili, i soggetti con malattia non erosiva possono presentare 
gli stessi disturbi dei pazienti con malattia non erosiva, la sintomatologia che caratterizza le 
MRGE potrebbe quindi essere legata non tanto alla presenza delle alterazioni macroscopiche 
visibili endoscopicamente quanto alla presenza di danni ultrastrutturali a livello della mucosa 
esofagea, a sostegno di questa ipotesi è stato dimostrato, attraverso microscopia elettronica, che i 
pazienti con MRGE sintomatici, sia con malattia erosiva che con malattia non erosiva, 
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presentano una dilatazione degli spazi intercellulari tre volte maggiore ripetto ai controlli sani 
(fig.1.1) (Calabrese et al., 2003) 
 
 
Fig 1.1: Mucosa esofagea osservata tramite miscroscopia elettronica: gli spazi intercellulari risultano 
maggiormente dilatati nei pazienti con malattia da reflusso non erosiva (B) ed erosiva (C) rispetto ai controlli (A) 
 
Fisiopatologia della malattia da reflusso gastro-esofagea 
La patogenesi della malattia da reflusso gastroesofageo è multifattoriale ed è determinata da 
un'alterazione dell'equilibrio tra meccanismi difensivi esofagei (barriera tissutale, tono dello 
sfintere  esofageo inferiore ,i esofagea e gastrica) e fenomeni quali i rilasciamenti transitori dello 
sfintere esofageo inferiore (LES), che determinano la risalita degli agenti aggressivi la mucosa 
(acido cloridrico, pepsina e sali biliari). 
MECCANISMI DI DIFESA DAL REFLUSSO ACIDO 
Il reflusso gastro-esofageo è un fenomeno che si manifesta quotidianamente ed è diffuso nella 
maggior parte della popolazione, anche in soggetti considerati sani perché asintomatici. In effetti 
solo una piccola percentuale della popolazione sviluppa la MRGE con la classica sintomatologia 
ed il danno (macroscopico o microscopico) alla mucosa esofagea, questo grazie alla presenza 
A B C 
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meccanismi di difesa a il cui scopo è proteggere la mucosa dall’esposizione ai succhi gastrici. Il 
primo meccanismo che entra in gioco è la barriera antireflusso, che ha lo scopo di impedire 
meccanicamente ai succhi gastrici di refluire nell’esofago. Se questo meccanismo fallisce entra 
in gioco la clearance acida dell’esofago, che ha lo scopo di minimizzare il contatto tra mucosa 
esofagea e succhi gastrici agendo sia attraverso la peristalsi esofagea sia attraverso la 
neutralizzazione dei residui acidi attraverso la saliva(Orlando et al.,1999). 
BARRIERA ANTIREFLUSSO 
Il prerequisito per lo sviluppo della MRGE è il movimento dei succhi gastrici dallo stomaco 
all’esofago. Normalmente questo fenomeno è impedito a livello della giunzione gastro-esofagea 
dalla cosiddetta barriera antireflusso, una zona anatomicamente complessa la cui integrità 
funzionale dipende dalla pressione intrinseca dello Sfintere Esofageo Inferiore (LES), dalla 
compressione del LES da parte del diaframma ,dalla posizione intra-addominale del LES, 
dall’integrità del legamento freno esofageo e dal mantenimento angolo di ingresso dell’esofago 
nello stomaco. 
La struttura complessa di questa unità funzionale lascia ipotizzare tre possibili meccanismi alla 
base del reflusso gastro-esfageo: 1) Rilassamenti transitori dello sfintere esofageo inferiore 
(tLESR), 2)ipotonicità dello sfintere esofageo inferiore, 3) disfunzioni anatomiche della 
giunzione esofago-gastrica, tra cui ernia iatale. 
Recentemente è stato ipotizzato che alla base delle forme moderate di MRGE ci siano 
principalmente i tLESR mentre nelle forme più severe prevalgano disfunzioni quali ernia iatale e 
sfintere lasso (Barham et al., 1995) 
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RILASSAMENTI TRANSITORI DELLO SFINTERE ESOFAGEO INFERIORE 
I tLES sono rilassamenti dello sfintere esofageo inferiore della durata di più di 10msecondi che, 
al contrario dei LES considerati “fisiologici”, non sono indotti dalla deglutizione ne 
accompagnati dalla contrazione della faringe o dalla peristalsi esofagea. (Holloway et al., 1995). 
Il rilassamento dello sfintere esofageo inferiore nei tLESR è associato alla inibizione del 
diaframma crurale ed alla contrazione del diaframma costale, la frequenza dei tLESR aumenta 
con la distensione dello stomaco indotta da gas e dal cibo (Martin  et al., 1992) 
E’ stato osservato che i tLESR sono associati alla maggior parte degli episodi di reflusso in 
individui sani e nei pazienti con MRGE che hanno pressione esofagea normale (maggiore 
10mmHg) al momento dell’episodio di  reflusso (Mittal  et al., 1995).  
IPOTENSIONE DELLO SFINTERE ESOFAGEO INFERIORE 
Lo sfintere esofageo inferiore è un segmento di 3-4 cm costituito da muscolatura liscia 
tonicamente contratta. La pressione  a riposo del LES  varia tra gli individui da 10 a 30 mmHg in 
relazione alla pressione intra-gastrica, può essere modificata dalla pressione intra-addominale, 
dalla distensione gastrica, da peptidi,  da ormoni,  da particolari alimenti e farmaci.. Il 
meccanismo di contrazione del LES non è ancora stato chiarito, tuttavia sembra che sia una 
proprietà intrinseca del muscolo piuttosto che un fenomeno innescato da impulsi nervosi, infatti 
è stato dimostrato su modelli animali che l’inibizione dell’attività nervosa indotta da iniezione 
intra-arteriale di tetrodotoxina influisce solo in minima parte sulla pressione del LES. (Goyal  Et 
al., 1976). 
La condizione di LES ipotonico può portare alla manifestazione di due fenomeni, il primo è 
chiamato “relusso indotto da stress”, il secondo è chiamato “reflusso libero”. Nel primo caso 
l’episodio di reflusso è scatenato da un brusco aumento della pressione intra –addominale (ad 
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esempio dalla tosse), nel secondo caso si assiste ad una diminuzione del pH intra-esofageo  senza  
cambiamenti  rilevabili nella pressione intra-gastrica o del LES. Questi due fenomeni sono molto 
rari, e si verificano in condizioni in cui la pressione del  LES a riposo è minore di 10 mm Hg per 
il reflusso indotto da stress, e di 4 mmHg per il reflusso libero. (Dent J et al., 1988). 
 
CLEARANCE DELL’ACIDO ESOFAGEO NELLA MRGE 
Il  periodo di tempo in cui l’esofago rimane  a pH minore di 4, a seguito di un episodio di 
reflusso, viene chiamato “tempo di clearance acida”. Questa comincia con lo svuotamento dei 
fluidi refluiti attraverso la peristalsi e termina con la neutralizzazione degli acidi residui 
attraverso la saliva deglutita. (Helm  et al.,1984). 
Servono all’incirca 7 ml di saliva per neutralizzare 1 ml di HCL1 0,1N e la quantità di saliva 
normalmente prodotta è 0,5ml/min. Dal momento che la salivazione diminuisce durante il sonno, 
la clearance acida negli episodi di reflusso che si verificano in questo arco di tempo sarebbe 
teoricamente compromessa,si pensa comunque che durante il sonno la clerarance acida sia 
facilitata dalla secrezione di bicarbonato da parte delle ghiandole della sottomucosa esofagea. 
(Myers RL et al., 1992; Singh  et al., 1993).  
E’ stato osservato che la metà dei pazienti con MRGE  ha una clearance acida prolungata, e che 
tempi più  lunghi di clearance si associano alla presenza di ernia iatale (Johnson  et al., 1980).  
Lo svuotamento esofageo nei pazienti con MRGE può essere compromesso o da una disfunzione 
della peristalsi o dal meccanismo di re-reflusso associato ad alcune ernie iatali. 
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Le disfunzioni peristaltiche sono causate dalla mancata contrazione muscolare o da contrazioni 
ipotensive (minori di 30 mmHg). La frequenza di queste disfunzioni aumenta con l’aumentare 
della severità  dell’esofagite (Kahrilas  et al., 1986). 
FUNZIONE SALIVARE NELLE MRGE 
La funzione della saliva nella MRGE non si limita ala sola neutralizzazione dei residui acidi 
nell’esofago attraverso il suo contenuto in bicarbonato, infatti è ormai noto che la saliva contiene 
numerosi fattori di crescita, tra cui l’EGF, che possono contribuire alla riparazione della mucosa 
dalle ulcerazioni causate dall’esposizione all’acido. E’ stato osservato su modelli animai che 
l’EGF fornisce citoprotezione contro irritanti, promuove la guarigione delle ulcere duodenali, 
diminuisce la permeabilità della mucosa esofagea agli ioni idrogeno (Konturek  et al., 1981; 
Sarosiek  et al., 1991). Anche se non sono state trovate delle differenze sistematiche nella 
funzionalità delle ghiandole salivari tra pazienti con MRGE e controlli, è stato visto che i 
pazienti fumatori, che hanno una ridotta secrezione salivare, hanno una clearance ridotta del 50% 
e che la loro saliva ha un contenuto basico con potere tamponante  che è il 60% di quello dei 
controlli non fumatori. (Kahrilas  et al., 1989) 
RESISTENZA TISSUTALE NELLA MALATTIA DA REFLUSSO 
La mucosa esofagea, per quanto strutturalmente esile e sprovvista di uno strato di muco, è 
fisiologicamente adatta a proteggere tale organo dalla componente acida del reflusso; è stato 
dimostrato che la sinergia tra acido gastrico e pepsina (ed eventualmente sali biliari) determina, a 
parità di concentrazione, un danno maggiore di quanto il solo acido sarebbe in grado di causare, 
producendo una lesione a carico dell'apparato giunzionale dell'epitelio risultante nell'aumento 
della permeabilità parietale alle sostanze refluite (Orlando et al., 1999). (fig1.2) 
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Figura 1.2: Ruolo dell'acido nella patogenesi del sintomo. L'insulto acido peptico (1) lede le giunzioni cellulari (2) 
che a loro volta favoriscono l'ulteriore penetrazione dell'acido (3). 
 
La resistenza tissutale dell'esofago a tale insulto è data dall'integrazione di 3 componenti: 
Componente Pre-epiteliale 
 Nello stomaco e nel duodeno la difesa pre-epiteliale dall’insulto acido è costituita da uno strato 
di muco ed uno strato di acqua ricca di ioni bicarbonato. Questa difesa risulta efficace anche a 
pH <2 e viene creata attraverso la secrezione di muco e bicarbonato dalle cellule dell’epitelio 
gastrico e, nel duodeno, dalle ghiandole di Brunner ( Allen et al., 1980). Lo strato di muco è 
composto da glicoproteine ad alto peso molecolare che lo rendono viscoso ed elastico e gli 
permettono di interporsi fisicamente tra  pepsina ed epitelio, e di fornire protezione dagli ioni 
idrogeno grazie alla sua capacità di intrappolare ioni bicarbonato. Nel lume esofageo le difese 
pre-epiteliali sono meno efficienti e riescono a proteggere la mucosa esofagea solo a pH>2, 
questo potrebbe essere dovuto al fatto che nel lume esofageo non esiste uno strato di muco in 
grado di intrappolare ioni bicarbonato, l'epitelio è ricoperto solamente da un sottile strato di 
saliva mista a mucina secreta dalle ghiandole salivari e della sottomucosa.. Le glicoproteine che 
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compongono la mucina non hanno la capacità di formare legami crociati, quindi non riescono a 
formare un vero strato viscoso come avviene invece nello stomaco e nel duodeno. Questo, pur 
potenzialmente esponendo le cellule ad un maggior insulto, consente di rimuovere i residui 
parietali di materiale acido refluito, facendoli defluire nuovamente verso il LES, inoltre, 
mantenendo la superficie a pH ~ 3, limita al minimo l'attività della pepsina .(Orlando et al., 
1999). (Fig. 1.3) 
 
 
 
 
Figura 1.3: Confronto tra le difese pre-epiteliali gastriche ed esofagee 
 
 
Componente epiteliale:  
L'epitelio esofageo è di tipo squamoso pluristratificato non cheratinizzato. I circa 30 strati di 
cellule che lo compongono sono funzionalmente suddivisibili in tre zone: strato corneo, spinoso 
e germinativo. (Fig. 1.4) 
Lo strato corneo è costituito da 5-10 strati di cellule pavimentose in degenerazione e formano 
una barriera di protezione da insulti sia meccanici che chimici (Elias et al., 1977). Lo strato 
spinoso è costituito da circa 20 strati di cellule mature metabolicamente attive e responsabili del 
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trasporto di sodio dal lume al sangue. Queste cellule migrano verso gli strati più esterni per 
andare a sostituire quelle dello strato corneo. 
Lo strato germinativo è costituito da 1 o due strati di cellule cubiche incolonnate,  attaccate alla 
membrana basale attraverso emidesmosomi e capaci di effettuare mitosi. 
,   
 
 
 
 
 
 
 
 
La componente difensiva “strutturale” dell’epitelio esofageo impedisce la penetrazione della 
pepsina attraverso l’epitelio esofageo ed è data recinzione formata dalle membrane cellulari, 
dalle tight junction e dalla matrice glicoproteica che si trova interposta ad esse (Elias et al., 1977) 
Sulla membrana apicale cellulare sono presenti canali cationici non selettivi pH-dipendenti, a pH 
luminale < 2 essi sono inibiti ed ogni scambio ionico è impedito (Elias et al., 1977). 
Le tight junctions sono ponti proteici intercellulari collegati a tonofilamenti intracellulari, le 
principali componenti proteiche di queste giunzioni sono occludina,  e-caderina e claudina. La 
presenza delle tight junction è in grado di limitare il passaggio di acido tra gli spazi intercellulari. 
In condizioni fisiologiche la loro carica negativa tende a renderle selettive per i cationi, quindi 
 
Figura 1.4: Epitelio esofageo normale 
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anche per gli ioni H+, tuttavia quando il pH luminale si abbassa diventano selettive per gli 
anioni, limitando così la diffusione di ioni H+ (Orlando et al., 1999) 
 (Fig. 1.5) 
Le glicoproteine presenti negli spazi intercellulari sono di natura poco chiara, sembra che queste 
vengano secrete sottoforma di granuli  dalle cellule dello strato spinoso per formare un 
rivestimento protettivo. A livello degli spazi intercellulari queste glicoproteine agiscono in 
sinergia con le tight junctions per impedire il passaggio degli ioni idrogeno (Elias et al., 1977) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
La componente “funzionale” della resistenza epiteliale  entra in gioco quando la rottura delle 
tight junctions espone la membrana basolaterale ad elevate concentrazioni di ioni idrogeno ed ha 
lo scopo di ristabilire il pH fisiologico a livello della mucosa e di rigenerare il tessuto 
danneggiato. 
. Le componenti tissutali in grado di tamponare gli ioni H+ sono proteine, fosfati e ioni 
bicarbonato. 
 
Figura 1.5: Tight Junction, schematizzazione grafica e ultrastruttura microscopica 
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All’interno della cellula la produzione di bicarbonato avviene a partire da acqua e diossido di 
carbonio con l’intervento delle anidrasi carboniche, mentre il bicarbonato extracellulare arriva 
per diffusione dal circolo sanguigno. (Orlando C., 1999) 
Quando la capacità tamponante citosolica diventa insufficiente La neutralizzazione degli ioni 
idrogeno avviene attraverso il loro trasporto negli spazi intercellulari tramite la pompa Na/H+, ed 
attraverso la captazione di bicarbonato attraverso e la pompa Cl/HCO3, la diminuzione di pH a 
livello degli spazi intercellulari viene a sua volta tamponata dagli ioni bicarbonato provenienti 
dal circolo sanguigno. (Orlando C., 1999). La rigenerazione fisiologica dell'epitelio è in un 
ciclo che si svolge normalmente in 5-8 giorni . In presenza di una necrosi, le cellule germinative 
possono riparare il danno in due modi: il primo è la migrazione di cellule sane adiacenti la 
lesione stessa, questo avviene sotto stimolo di fattori di crescita quali: EGF (Epitelial Growth 
Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) e HGF (Hepatocytes Growth Factor); avviene in 
 breve tempo, non richiedendo neosintesi di acidi nucleici e di proteine, ma può 
provvedere alla sostituzione delle sole cellule profonde, prossime alla membrana basale, perché 
inibito ai pH superficiali compresi tra 3.0 e 6.5 (Orlando C., 1999). 
Il secondo meccanismo, la replicazione cellulare, è i quello maggiormente attivo in condizioni di 
MRGE in cui l'insulto acido- peptico è ripetuto e prolungato. Essa viene promossa da EGF, 
contenuto  nella saliva che deterge il lume esofageo, e può quindi addentrarsi nelle zone lese 
venendo a contatto con i recettori specifici. Il processo è in grado di iniziare in soli 30 minuti ma 
richiede poi un tempo prolungato, di 2-4 giorni, e l' assenza di agenti lesivi per la completa 
riparazione delle aree epiteliali necrotiche.  La proliferazione dell'epitelio esofageo è aumentata 
nella malattia da reflusso, in particolare nella NERD, segno di un aumentato turn-over cellulare, 
espressione del tentativo di riparazione del danno (Calabrese et al., 2007). (Fig. 1.6) 
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Post-Epiteliale: 
 
L'afflusso sanguigno garantisce all'epitelio esofageo l'apporto di ossigeno, nutrienti e la 
rimozione di sostanze tossiche; importante, in presenza di alte concentrazioni di ioni idrogeno, è 
l'apporto di HCO3- dal letto vascolare attraverso un processo dinamico mediato, ad esempio, da 
Istamina, NO (ossido nitrico) e CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide) che consente un 
aumento dell'afflusso sanguigno parallelamente ad una elevazione dell'acidità luminale (Orlando 
C., 1999) 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6: Marcatura con Ki-67 delle cellule in proliferazione dello strato germinativo (colorazione in rosso): normale 
(a), NERD (b), ERD (c) 
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 Il sistema endocannabinoide nella fisiologia e nella 
fisiopatologia del tratto gastrointestinale 
 
IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE 
 iI ∆-9 tetraidrocannabinolo è il costituente psicotropo della pianta “Cannabis sativa” e della 
marijuana. Questa sostanza esercita la sua azione farmacologica interagendo  principalmente con 
due recettori associati a proteina G, il recettore CB1 ed il recettore CB2 (Di Marzio et al., 2006) 
Le sostanze endogene in grado di attivare questi recettore sono derivati dell’acido arachidonico 
coiniugati con etanolammmina o glicerolo (fig.1.7), tra queste le più efficaci sono l’anandamide 
(Devane et al., 1992) ed il 2-arachidonoilglicerolo (2-AG) (Mechoulaum et al, 1995) 
L’anandamide viene sintetizzata “on demand” a partire dal precursore N-Arachodonoil-fosatidil 
etanolammina (NAPE) attraverso l’azione di una fosfolipasi-D specifica (PLD) (Okamoto et al., 
2004)  
Il  2-AG è un prodotto del metabolismo del triacilglicerolo e la sua sintesi è catalizzata dalla 
fosfolipasi C (PLC) (Stella et al, 1997). 
 
Fig1.7: Struttura dei principali agonisti dei recettori CB1 e CB2 
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Dopo la sintesi i due agonisti raggiungono i recettori CB1 per diffusione attraverso il plasma 
lemma o possono essere rilasciati nei fluidi extracellulari per raggiungere target più distanti, 
probabilmente aiutati da carriers come l’albumina (Piomelli, 2003). 
La segnalazione endocannabinoide è strettamente controllata e è terminata attraverso un processo 
che prevede due step, il primo è la ricaptazione dell’Anandammide e del 2-AG all’interno delle 
cellule, il secondo step prevede la loro degradazione attraverso due specifici sistemi enzimatici. 
L’uptake degli endocannabinoidi è mediato da un carrier lipidico con elevata specificità   
(Beltramo et al, 1997),all’interno della cellula l’anandamide viene degradata dall’enzima  fatty 
acid amide idrolase (FAAH) (Cravatt et al., 1996) mentre il 2-AG viene degradato dall’enzima 
monoacylglyceride lipase (MAGL) (Dinh et al., 2002) (fig.1.8) 
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Fig 1.8: L’anandamide è rilasciata a partire dal suo precursore, (N-arachidonoyl-phosphatidylethanolamine, 
NAPE, grazie all’azione della fosfolipasi D (PLD) attivata dalla depolarizzazione mediata da un recettore 
accoppiato a proteina G. La sintesi di NAPE è catalizzata dall’enzima N-aciltransferasi (NAT) attivato da ioni 
calcio. E dal cAMP.L’azione dell’anandamide viene terminata attraverso due step, il primo prevede la sua 
ricaptazione mediata da un carrier, l’anadamide transporter (AT), il secondo prevede l’intervento dell’enzima  
enzyme fatty acid amidohydrolase (FAAH). 
 
,  
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IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE NELLA FISIOLOGIA DEL TRATTO 
GASTROINTESTINALE 
 
I recettori CB1 localizzati lungo tutto il tratto gastrointestinale (Casu MA et al., 2006),  
principalmente a livello dei neuroni enterici estrinseci ed intrinseci (Duncan M et al., 2005), sui 
corpi cellulari dei neuroni sensitivi, sulle radici dorsali dei gangli, sui gangli nodosi le sulle fibre 
vagali efferenti (Derbenev et al., 2004; Storr M, 2004). Sulla mucosa intestinale i recettori CB1 
sono localizzati a livello delle cripte, in alcune plasmacellule della lamina propria, sulla 
muscolaris mucosae, e sulla muscolatura liscia. I recettori CB2 sono espressi principalmente 
nelle plasmacellule della lamina propria , nei macrofagi attivati e nelle cellule epiteliali (sia 
assorbenti che globet cells) (Fig 1.9 ( Marquez L. et al., 2009).  
 
Fig 1.9: ematossilina-eosina (A-C), distribuzione di CB1 (D-F) e CB2 (G-I) nella mucosa di colon 
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Nel tratto gastrointestinale il recettore CB1 è coinvolto principalmente nella regolazione della 
motilità intestinale, nello svuotamento gastrico, nella secrezione gastrica e nel comportamento 
alimentare. 
MOTILITA’ 
Esperimenti condotti sui guinea pig dimostrano che agonisti CB1 sono in grado di inibire le 
contrazioni della muscolatura liscia  intestinale (Pertwee  et al.,1995;Coutts et al,1998) attraverso 
l’inibizione del rilascio di acetilcolina (Mang CF et al., 2001)), inoltre è stato dimostrato che nei 
casi si ipomotilità intestinale associata ad ileo paralitico  sono presenti elevate concentrazioni di 
anandamide ed un’elevata espressione di CB1(Mascolo N. et al., 2001); il recettore CB2 sembra 
invece che intervenga nel controllo della motilità intestinale nei casi di ipermotilità indotta da 
lipopolisaccaridi (Mathison  et al., 2004) suggerendo un ruolo specifico nel ripristino della 
motilità fisiologica alterata da stimoli infiammatori. 
 
SVUOTAMENTO GASTRICO 
 E’ stato osservato che la somministrazione intravenosa di iI ∆-9 tetraidrocannabinolo  causa una 
diminuzione dello svuotamento dello stomaco e dell’intestino tenue sia nei roditori (Shook et al., 
1989))che nell’uomo (McCallum et al., 1999), l’effetto è mediato direttamente dal recettore 
CB1, infatti può essere mimato utilizzando agonisti CB1 (WIN 55,212-2) ed inibito da 
antagonisti CB1 (SR141716) (Landi M et al., 2002; Izzo AA et al., 1999)  
SECREZIONE GASTRICA 
A livello della mucosa gastrica il recettore CB1 è espresso dalle cellule parietali (responsabili 
della secrezione acida) (Pazos et al., 2008), è stato dimostrato che nei topi il iI ∆-9 
tetraidrocannabinolo è in grado di inibire la secrezione indotta da istamina (Riva set al., 1980) e 
che gli agonisti CB1 WIN-55,212-2 e HU210 sono in grado di inibire la secrezione gastrica 
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attraverso meccanismi periferici, questo effetto viene bloccato da antagonisti CB1, cosa che 
conferma il coinvolgimento diretto di questo recettore nella regolazione della secrezione gastrica 
(Pertwee RG, 2001; Corzzi G. et al., 1999; Adami et al., 2002). 
COMPORTAMENTO ALIMENTARE 
Oltre ai numerosi studi che dimostrano che il sistema endocannabinoide possa regolate 
l’assunzione del cibo attraverso effetti diretti sul sistema nervoso centrale e periferico (Cota D et 
al., 2003), è stato anche dimostrato (Gomez R et al., 2002) un meccanismo di azione mediato 
daii recettori della capsaicina a livello intestinale.(fig.1.10) 
 
 
Fig. 1.10: localizzazione del sistema endocannabinoide nel sistema nervoso enterico e principali siti d’azione  
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Il sistema endocannabinoide nella fisiopatologia del tratto 
gastrointestinale 
 
IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE NELLE IBD 
Le malattie infiammatorie croniche intestinali (morbo di Crohn e colite ulcerosa) sono disordini 
infiammatori cronici di eziologia sconosciuta (D’argenio et al., 2006), caratterizzate da 
infiltrazione di neutrofili a livello della mucosa, ulcerazioni e necrosi epiteliale. Studi condotti su 
pazienti con colite ulcerosa hanno dimostrato che nelle forme moderare di pancolite si ha un 
aumento dell’espressione del recettore CB2 ed una diminuzione di NAPE-PLD, nelle forme in 
remissione si ha una diminuzione di DAGL-alfa ed un aumento di NAPE-PLD, soprattutto nei 
pazienti trattati con 5-ASA corticosteroidi. MAGL e FAAH aumentano nella pancolite e 
diminuiscono dopo il trattamento (Marquez et al., 2009)(fig.1.11). 
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Fig 1.11: Espressione delle componenti del sistema endocannabinoide in soggetti sani (A-S), con colite acuta (B-
T) ed in remissione (C-V) 
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 Ulteriori studi sull’uomo hanno mostrato che i livelli di anandamide tissutale aumentano nei 
pazienti con colite ulcerosa attiva (D’argenio et al.,2006), mentre studi in vitro su linee cellulari 
di colonociti dimostrano che la stimolazione con agonisti CB1  può essere efficace nello 
stimolare la guarigione epiteliale (Wright K. Et al., 2005). L’effetto dei cannabinoidi è stato 
studiato anche  su modelli animali di IBD La colite indotta con trinitrobenzene (TNBS) e 
dinitrobenzene (DNBS) provoca una aumento dell’anandammide tissutale,  Il trattamento dei 
topi con VDM-11, un inibitore del reuptake dell’anandamide, provoca una totale remissione 
dell’infiammazione, Il trattamento con AA-5HT, un inibitore dell’ idrolisi dell’anandamide, 
provoca una parziale remissione dell’infiammazione (D’argenio et al., 2006 )  Ulteriori 
Esperimenti sono stati condotti su topi cb1-/- (K.O) e su CB1+/+ (WT), Sia nei K.O che nei W.T è 
stata indotta l’infiammazione tramite DNBS, i topi Cb-/-
  
hanno mostrato un grado di 
infiammazione molto elevato, se paragonato ai wild type, Per verificare il ruolo di cb1 nella 
protezione contro l’infiammazione i topi W.T.  cui è stata indotta l’infiammazione sono stati 
trattati con antagonisti cb1, questo ha provocato un aumento della severità dell’infiammazione 
mentre la somministrazione di agonisti provoca un miglioramento. il recettore CB1 in particolare 
sembra agisca sia a livello della motilità intestinale che a livello di protezione della mucosa 
colica, dimostrandosi efficace anche quando gli agonisti vengono somministrati prima 
dell’induzione della colite (Massa et al., 2005) 
Effetti protettivi contro l’infiammazione sono associati anche alla stimolazione dei recettori CB2 
( Storr MA et al., 2009)  su modelli animali di colite indotta con DNBS e TNBS, inoltre è stato 
dimostrato che il 2-AG è in grado di diminuire la produzione di TNF-alfa in modelli di colite 
indotta con LPS  (Gallily et al., 2000) (fig.1.12) 
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Fig 1.12: Lo stimolo infiammatorio causa un aumento dei livelli di anandammide e di espressione dei rectterori 
CB1 e CB2 a livello intestinale, l’effetto finale è quello di minimizzare tutte quelle alterazioni caratteristiche dello 
stato infiammatorio Questo rende l’attivazione del sistema endocannabinoide una strategia terapeutica 
potenzialmente efficace nelle malattie infiammatorie intestinali. 
 
IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE NELLE IBS 
La sindrome da colon irritabile (IBS) è un disordine caratterizzato disturbi addominali, 
dolore,irregolarità intestinale (Longstreth GF et al., 2006; Drossman DA et al., 2006). I più 
recenti criteri diagnostici definiscono la sindrome come tale solo se questi sintomi si manifestano 
almeno per 3 giorni in un mese e per almeno 3 mesi e solo se la sintomatologia migliora con la 
defecazione, o se è associata con una variazione nella frequenza della defecazione e nella 
consistenza delle feci. La sintomatologia può variare tra i pazienti, tanto che la sindrome da 
colon irritabile può presentarsi in due forme, nella prima il sintomo predominante è la diarrea 
(D-IBS), nella seconda prevale la costipazione (C-IBS), in alcuni casi le due forme possono 
alternarsi in una patologia definita mista (M-IBS) (Drossman DA et al., 2006) Nella D-IBS il 
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transito il transito a livello del colon appare aumentato (Vassallo M et al., 1992 ) mentre sembra 
diminuire nella C-IBS. Il sistema endocannabinoide è coinvolto nella regolazione di molti dei 
fattori che sono associati alla patogenesi delle IBS (fig.2), infatti è noto che la stimolazione dei 
recettori CB1 è in grado di diminuire la motilità intestinale mentre l’utilizzo di antagonisti causa 
un aumento della motilità (Pertwee RG et al., 2007; Pinto L et al., 2002). I recettori CB2 non 
hanno lo stesso effetto in condizioni fisiologiche, tuttavia sembrano essere in gradi di regolare la 
motilità intestinale quando questa è alterata da uno stato infiammatorio.  Un altro sintomo 
caratteristico  delle IBS è il dolore addominale che sembra essere legato ad un fenomeno di 
ipersensibilità viscerale (Anand P et al., 2007; Aziz Q et al., 2006) ed è stato dimostrato che il 
sistema endocannabinoide è coinvolto nella trasmissione e modulazione del dolore viscerale 
(Jhaveri et al., 2007). E’ ancora oggetto di dibattito il ruolo della secrezione intestinale nelle IBS, 
è stato ipotizzato che anomalie nel riassorbimento dei liquidi a livello dell’ileo distale o del colon 
potrebbero essere la causa della diarrea. Il recettore CB1 è presente a livello del plesso 
sottomucosale a livello del quale Il sistema endocannabinoide interviene nella regolazione di 
secrezione mediata dall’innervazione colinergica (MacNaughton WK et al., 2004) , è stato 
osservato nei topi che la somministrazione di  il Rimonabant (un inibitore dei recettori CB1) 
provoca un aumento della quantità di acqua presente nelle feci. Nonostante l’implicazione del 
sistema endocannabinoide nella patogenesi delle IBS non sia stata dimostrata, il potenziale 
terapeutico di agonisti ed antagonisti dei recettori CB1 in questa patologia sembra essere è 
elevato. 
IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE NELLA MALATTIA DA REFLUSSO  
I rilassamenti transitori dello sfintere esofageo sono responsabili del reflusso del contenuto 
gastrico nell’esofago, sono mediati dall’innervazione vagale e  modulati dal sistema 
endocannabinoide:   il recettore CB1 è stato localizzato a livello del complesso vagale dorsale, 
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sia  la somministrazione di D9-THC che la somministrazione dell’agonista CB1 WIN 55,212-2   
causa nei roditori (Partosiedarso ER et al., 2003) e nei cani (Lehmann 3t al., 2002) una 
diminuzione dei tLESR indotti dalla distensione gastrica ed una diminuzione del reflusso, tale 
effetto viene bloccato dalla somministrazione dell’antagonista CB1 SR141716A.  
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II.    Scopo della ricerca 
Il principale evento nella patogenesi delle GERD è il movimento dei succhi gastrici dallo 
stomaco all’esofago. E’ stato dimostrato che l’esposizione agli agenti lesivi (Acido e bile) è la 
stessa nei pazienti con MRGE endoscopicamente negativi e nei pazienti con esofagite erosiva 
(ERD) , questo lascia pensare che ci siano altri fattori che influenzano il livello di alterazioni 
macroscopiche e microscopiche a livello della mucosa esofagea esposta al reflussato. 
 E’ stato dimostrato che i pazienti con MRGE hanno una capacità proliferativa epiteliale ridotta 
rispetto agli individui sani, in particolare è stato osservato che l’attività proliferativa è diminuita 
del 50% nei pazienti con NERD e del 75% nei pazienti con ERD (Calabrese et al., 2007). I 
meccanismi molecolari alla base di questo fenomeno rimangono sconosciuti. 
I recettori degli endocannabinoidi CB  sono recettori accoppiati a proteina G che a livello del 
tratto gastrointestinale sembra siano coinvolti nella modulazione della contrazione della 
muscolatura liscia, della secrezione, dell’infiammazione e della riparazione del danno tissutale. 
(Massaet al, 2005; Croci et al., 2003;)  
Nella MRGE l’attivazione dei recettori CB1in modelli animali  si è rivelata efficace nel 
diminuire  i rilassamenti dello sfintere esofageo inferiore alla base degli episodi di reflusso 
gastro-esofageo. La distribuzione dei recettori CB1 è stata ampiamente studiata a livello della 
mucosa gastro-intestinale mentre non ci sono studi che abbiano valutato l’espressione di questo 
recettore a livello esofageo. Lo scopo di questo studio è quello di valutare la presenza del 
recettore CB1 nella mucosa esofagea di pazienti con NERD, ERD ed in soggetti sani. 
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III.   Materiali e metodi 
Soggetti Studiati 
Per questo studio sono stati valutati 110 pazienti. I criteri di inclusione sono stati la presenza da 
almeno un anno sintomi riconducibili alla malattia da reflusso gastro-esofageo (pirosi e/o episodi 
di rigurgito), presenza di pH esofageo alterato durante 24 ore di monitoraggio e probabilità 
basata sull’associazione dei sintomi (SAP). I criteri di esclusione sono stati la presenza di tumori 
maligni nell’esofago o nello stomaco, esofago di Barrett istologicamente evidente, ulcera 
gastrica o duodenale, operazione chirurgiche all’esofago o allo stomaco, sintomi extraesofagei, 
assunzione di inibitori della secrezione o farmaci procinetici rispettivamente 30 e 15 giorni prima 
dell’arruolamento. Dei 110 pazienti, 77 (età media 45+/- 13.4 anni, range 21-80, 35 uomini) sono 
risultati idonei per partecipate allo studio (fig.3.1). 
Tutti questi pazienti sono stati sottoposti ad endoscopia, sono stati effettuati prelievi bioptici per 
la valutazione istologica della patologia. 
Dei 77 pazienti 39 avevano la mucosa apparentemente illesa (NERD), 38 avevano esofagite 
erosiva (ERD) (tab.3.1) 
Questa popolazione è stata comparata con 10 volontari sani (eta media 38.2+/-17,6 anni, range 
25-63, uomini). I volontari sani non presentavano i tipici sintomi né le tipiche manifestazioni 
della MRGE, non presentavano lesioni visibili alla mucosa né alterazioni di esposizione agli 
acidi. (la media del reflusso acido totale è 1,1%+/-0,4%) 
Tutti i soggetti hanno firmato un consenso informato approvato dal comitato etico locale 
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Fig.3.1: profilo dello studio 
 
 
 
 
 
110 patients screened 
77 enrolled 33 excluded 
39 NERD 38 ERD 25 on therapy 
3 duodenal ulcer 
2 Barrett esophagus 
3 extra-esophageal 
symptoms 
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MONITORAGGIO DEL pH PER 24 ORE 
Tutti i pazienti sono stati sottoposti per 24 ore al monitoraggio del pH in accordo con il nostro 
protocollo (Calabrese et al., 2007). Durante il test la composizione e l’orario dei pasti sono stati 
standardizzati. I parametri di reflusso sono stati valutati in accordo con Jihnsson e DeMesteer). 
E’ stata tenuta in considerazione solo la percentuale di tempo in cui il pH era <di 4.0. Il pH è 
stato considerato anomalo solo se presente per più del 5% delle 24 ore. Il SAP è stato calcolato 
in accordo con Weusten et al., ed è stato considerato positivo solo con percentuale maggiore di 
95%. 
VALUTAZIONE ENDOSCOPICA 
I pazienti sono stati sottoposti a gastroscopia (videogastroscopio Olympus GIF 140) dopo 
sedazione con midazolam i.v. (2,5 mg) per valutare la presenza di esofagite erosiva.  
Il grado si esofagite è stato valutato in acoordo con la classificazione di Los Angeles (Armstrong 
et al., 1996). In ogni soggetto sono stati effettuati 8 prelievi bioptici con pinza standardizzata 
(Olympus FB 24K). Da ognuno dei quattro quadranti è stato effettuato un prelievo doppio, 5 cm 
sopra la giunzione squamo-colonnare (SCJ), da mucosa macroscopicamente intatta. La SCJ (o 
linea Z) è stata definita come il bordo tra  le ghiandole gastriche e l’epitelio esofageo. 
Degli 8 prelievi effettuati, 5 sono state orientate in supporto di cellulosa acetata (Endofilters 
Bioptica, Milan, Italy), fissate in formalina al 4% ed incluse in paraffina per l’esame istologico e 
per la valutazione di MIB1 e CB1; 3 biopsie sono state congelate in azoto liquido e conservate a 
-80°C  per l’estrazione di RNA e proteine. 
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IMMUNOISTOCHIMICA 
Le biopsie sono state fissate in formalina al 4% ed incluse in paraffina. Sezioni di tessuto di 3 
µm sono state montate su vetro portaoggetto, de paraffinate con xilene e reidratate attraverso una 
scala di acool. Il tessuto è stato bloccato in Albumina di siero bovino (BSA) al 5 % in buffer 
fosfato (PBS) per 1 h ed incubate overnight a 4éC con anticorpo CB1 (Cayman Chemicals, 
USA) diluito 1:500 in PBS. Il controllo negativo è stato effettuato bloccando l’anticorpo con 
blocking peptide come suggerito dalla ditta produttrice (Cayman Chemicals, USA). Le sezioi 
sono state incubate con anticorpo secondario anti-rabbit a temperatura ambiente per 30 minuti 
con 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAKO) per 4 minuti. Le sezioni sono state 
colorate in ematossilina. 
VALUTAZIONE DI MIB1 
L’epressione di MIB 1 è stata valutata utilizzando un anticorpo anti.Ki-67 (MoAbs) (clone MIB-
1; BioGenex Laboratories, San Ramon, CA, USA). I tessuti sono stati sottoposti a 
smascheramento antigenico con buffer di sodio citrato 10 mM (pH 6.0) per 20 minuti. La 
reazione è stata sviluppata in 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride e le sezioni sono state in 
seguito colorate con ematossilina. La valutazione quantitativa di MIB1 è stata effettuata su 
campi contigui utilizzando un Pentium III OC dotato di 3 CCD (charged couple device) e 
fotocamera (KY F55B, JVC, Pinebrook NJ, USA) connessa ad un microscopio ottico (Leitz 
DIAPLAN). 
 Per ogni caso è stata effettuata la valutazione dell’intera sezione longitudinale del tessuto al di 
sopra delle papille connettivali, per circa 100 µm dallo strato basale. L’indice di positività 
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(MIB1-LI) è stato calcolato dal rapporto tra numero di cellule positive e numero di cellule totali, 
ed espresso in percentuali. 
 
ESTRAZIONE DELL’RNA E REAL-TIME PCR 
L’RNA totale dalle biopsie è stato estratto utilizzando il reagente Eurozol (CELBIO, Italy) in 
accordo con le istruzioni della ditta produttrice. L’RNA estratto da ogni campione è stato 
quantificato e trattato con DNasi I per rimuovere ogni contaminaione di DNA genomico. 
Utilizzando il  DNA-free  kit (Ambion, USA). La retro trascrizione è stata effettuata utilizzando 
il RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas, Canada). I livelli di mRNA sono 
stati analizzati attraverso real-time PCR utilizzando il SYBR supermix kit ed il Bio-Rad iCycler 
system (Bio-Rad, USA) in accordo con le istruzioni della ditta produttrice. Per il controllo 
positivo sono stati utilizzati campioni di mucosa di colon. Ogni campione di DNA è stato 
analizzato in triplicato ed i livelli di mRNA di CB1 sono stati normalizzati sul messaggero della 
β-glucuronidasi (GUSB) 
L’espressione relativa è stata calcolata utilizzando la formula   2-2∆Ct values (∆Ct = Ct gene – Ct 
hk). I primers utilizzati per il CB1 sono 5’- TATGCTCTGCCTGCTGAAC-3’ and 5’- 
TGACCGTGCTCTTGATGC-3’ (215 bp), i primer utilizzati per GUSB sono 5’-
TGGTATAAGAAGTATCAGAAGCC-3’ and 5’-GTATCTCTCTCGCAAAAGGAAC-3’ (297 
bp) 
WESTERN BLOTTING 
Le biopsie sono state omogeneizzate in buffer di lisi (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 mM EDTA, 
100 mM NaCl, 1% Triton X-100 ed inibitori delle proteasi). I lisati sono stato incubati in 
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ghiaccio per unìora e centrifugati a 12000g. Ai surnatanti raccolti è stato aggiunto SDS-PAGE 
sample buffer, i campioni sono stati fatti bollire. 50 µg di proteine sono state separate in SDS-
PAGE al 12% e trasferite su membana in PVDF.Dopo il trasferimento le membrane sono state 
incubate con anticorpo policlonale anti CB1 (Sigma, USA) e con anticorpo anti-β-actina (Sigma, 
USA). Gli anticorpi secondari (Cy3-coniugati) sono stati acquistati dalla GE, USA. La 
rivelazione immunologica è stata effettuata utilizzando il protocollo ECL-plex, in accordo con le 
istruzioni della ditta produttrice (GE, USA) ed uno specifico scanner (Pharos FX, BioRad, USA). 
Le bande sono state quantificate attraverso densitometria utilizzando il software Quantity One, 
Bio-Rad, USA). 
L’espressione di CB1 è stata normalizzata contro la β-actina. 
ANALISI STATISTICHE 
Il test di Student è stato effettuato per entrambe le variabili indipendenti. Il test di Mann-Whitney 
è stato effettuato per comparare i dati di cinetica di ogni gruppo di soggetti. Una P<0.05 è stato 
considerato statisticamente significativo. I dati sono stati analizzati con il software SPSS (SPSS, 
Chicago, IL). 
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IV.   RISULTATI 
 
IMMUNOISTOCHIMICA DEL RECETTORE CB1 
L’immunoistochimica effettuata con anticorpo anti-CB1 mostra la presenza di questo recettore 
nella mucosa esofagea sia di pazienti con MRGE che di pazienti sani. Una positività debole è 
stata trovata nelle cellule squamose mature ( Fig4.1 A freccia nera) e nelle papille connettivali 
(fig.4.1 B frecce rosse) della mucosa dei pazienti sani. Nei pazienti con esofagite non erosiva è si 
evidenzia una forte colorazione a livello delle cellule squamose mature (fig. 4.1 B, freccia nera), 
nelle cellule squamose ( figura 4.1 B freccia blu) ed a livello delle papille connettivali (fig.4.1 B 
freccia rossa). Nei pazienti con malattia da reflusso erosiva è stata trovata positività nelle cellule 
squamose mature  (fig.4.1 C freccia nera) e nelle cellule squamose (fig.4.1 C frecce blu), mentre 
le papille connettivali sembrano essere negative. 
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Figura 4.1: Immunoistochimica del recettore CB1in sezioni di mucosa esofagea. I soggetti sani 
(A) mostrano una debole positività localizzata nelle cellule squamose mature (freccia 
nera) e in corrispondenza delle papille connettivali (freccia rossa). I pazienti NERD 
(B) Mostrano espressione del CB1 a livello delle cellule squamose mature, (freccia 
nera), nelle cellule squamose (freccia blu) ed a livello delle papille connettivali 
(freccia rossa). I pazienti ERD (C) Mostrano positività al CB1 solo a livello delle 
cellule squamose mature (freccia nera)  e nelle cellule squamose (frecce blu), mentre 
le papille connettivali appaiono negative (freccia rossa). Controllo negativo effettuato 
con blocking peptide (D)  
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QUANTIFICAZIONE DI MIB1 
Le cellule proliferanti sono state localizzate nei tre gruppi studiati principalmente nella zona 
basale nei tre gruppi, non sono state individuate differenze nella distribuzione a livello della 
mucosa. L’indice di positività (MIB-LI) di MIB 1 è variato in un range dal 12 al 78% tra tutti i 
soggetti, con un valore medio di 31,6 %( ± 15,8) ed un valore mediano di 25,6%. I valori MIB-
LI nei volontari sani era 67,8% (± 9,87) mentre nei pazienti con MRGE era del 27% (± 9,1)Nei 
pazienti NERD ed ERD la media di MIB1-LI era rispettivamente del 31,3% (±8,7) e 22.6% (± 
7,3%), con una differenza significativa tra i due gruppi (p<0,001)  (figura4.2). 
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Fig 4.2: Box plots del MIB-1 label index (LI), mediana (linea nel box), e range interquartile line 
superiori ed inferiori ) nella mucosa esofagea di pazienti sani, NERD ed ERD  
 
ESTRAZIONE DELL’RNA E REAL-TIME PCR 
Nei pazienti con malattia erosiva l’espressione relativa dell’ mRNA di CB1 è fortemente 
diminuita rispetto ai pazienti con malattia non erosiva, in particolare l’espressione relativa nei 
NERD è tre volte superiore rispetto agli ERD, con una elevata variabilità tra i soggetti. 
Nei pazienti sani l’espressione relativa del messaggero di CB1 è significativamente differente 
rispetto ai NERD. L’espressione relativa di CB1/GUSB varia da  0.5 tra 0.968 in tutti i pazienti, 
con un valore medio di 0.32 (± 0.28). La media di CB1mRNA/GUSB mRNA nei soggetti sani 
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era di 0.66 (± 0.28) mentre nei pazienti con MRGE era 0.28 (± 0.24). Nei pazienti NERD e ERD 
la media dei valori di CB1/GUSB era 0.38 (± 0.3) and 0.17 (± 0.09), rispettivamente, con 
differenze significative tra il gruppo NERD ed il gruppo ERD (p < 0.001) (fig. 4.3). 
 
 
 
 
 
Figura 4.3: Box plots dell’espressione relativa CB1/GUSB, nella mucosa esofagea di controlli 
sani, pazienti NERD ed ERD . 
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WESTERN BLOT 
L’analisi dell’espressione proteica mostra una differenza tra pazienti  erosivi e non erosivi, in 
particolare i pazienti NERD mostrano un’espressione maggiore di CB1 rispetto agli ERD. (fig4.5 
A). L’espressione relativa CB1/β-actina variava da 59 a 95 tra tutti I soggetti, con valori medi di 
84,7 (± 18.8) ed un valore mediano di 82,7. Nei pazienti NERD ed ERD la media di CB1/β-actina 
era  rispettivamente 99.9 (± 15.8) e 73.3 (± 10.5), con una differenza significativa tra i NERD rispetto ai 
controlli ed i pazienti ERD (p < 0.001) (fig. 4.5 B). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5: A: Analisi WB dell’espressione del recettore CB1  nella mucosa esofagea di 
controlli sani, pazienti NERD ed ERD. La figura è rappresentativa di almeno 3 esperimenti 
B:Box plots dell’espressione relativa di CB1/β-actin, nella mucosa esofagea di controlli sani, 
pazienti NERD ed ERD. 
A 
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V.   DISCUSSIONE 
Il presente studio dimostra per la prima volta la presenza del recettore CB1 nell’epitelio esofageo 
umano. 
Inoltre dimostra che il recettore CB1 è espresso in maniera differenziale tra i pazienti con 
malattia da reflusso erosiva e malattia da reflusso non erosiva. 
Nell’ambito della MRGE diventa sempre più evidente che il reflusso è il risultato di un 
disequilibrio tra meccanismi protettivi e fattori aggressivi (Shindlbeck et al, 2007;). Dal 
momento che i fattori aggressivi sembrano operare nello stesso modo tra i pazienti NERD ed 
ERD, è ragionevole ipotizzare che i meccanismi difensivi giochino un ruolo principale nel 
determinare la presenza o meno di danni istologici. E’ stato già dimostrato che la mucosa 
esofagea dei pazienti con sintomi del reflusso e con esofagite erosiva presenta una capacità 
proliferativa diminuita rispetto alla mucosa di pazienti con malattia non erosiva (Calabrese et al., 
2007). In tutti i pazienti arruolati  l’epitelio esofageo esposto cronicamente al reflussato mostra 
un numero di cellule proliferanti più basso rispetto ai controlli sani, anche in presenza di mucosa 
macroscopicamente normale. In particolare la media del valore MIB1-LI è 31% e 22% 
rispettivamente nei pazienti NERD ed ERD contro il 68% nei pazienti sani. Recentemente è stato 
dimostrato che il trattamento con inibitori di pompa protonica riducono l’entità dell’insulto acido 
e stimolano la proliferazione cellulare,e che il trattamento con questi farmaci è efficace, a lungo 
termine, nell’incrementare la proliferazione epiteliale nelle MRGE (Calabrese et al., 2009). 
La ridotta attività proliferativa osservata nei pazienti con MRGE potrebbe essere causata dal 
danneggiamento cellulare cronico o da una bassa capacità proliferativa costitutiva, che rende più 
suscettibili ai danni tissutali causati dal reflusso. 
Il recettore CB1 ed il sistema endocannabinoide sono sovraregolati durante l’infiammazione 
intestinale (Izzo et al., 2006), oltre ad avere un effetto antinfiammatorio, l’attivazione del CB1 
può promuovere la riparazione tissutale (Wright et al., 2005). 
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I nostri dati mostrano un aumento dell’espressione CB1 nella mucosa esofagea di pazienti NERD 
rispetto ai pazienti ERD. La RT-PCR mostra una diminuzione del mRNA CB1 nei pazienti con 
MRGE rispetto ai pazienti sani ed un’espressione nei NERD due volte maggiore rispetto agli 
ERD.  
L’analisi effettuata con western blotting conferma una maggiore espressione del CB1 nei 
pazienti NERD rispetto agli ERD,  e tra NERD rispetto ai controlli sani, tuttavia mostra che non 
ci sono differenze tra pazienti ERD e pazienti sani, al contrario di quanto succede a livello di 
RNA messaggero. 
Questo dato rafforza l’ipotesi che nei pazienti MRGE può entrare in gioco una diversa  
regolazione post-trascrizionale che potrebbe essere alla base delle differenze fenotipiche 
osservate ed è  possibile che l’infiammazione a livello della mucosa causi un’alterazione 
dell’espressione del gene cb1 mediata da micro-RNA, come è stato suggerito recentemente 
(Sanchez et al., 2010). 
Il ruolo del recettore CB1 a livello della mucosa esofagea potrebbe rappresentare un meccanismo 
di difesa  epiteliale contro l’insulto del reflussato, anche se non si può escludere che possa avere 
un ruolo immunomodulante. Ulteriori studi saranno necessari per capire il ruolo del sistema 
endocannabinoide nei meccanismi di difesa della mucosa esofagea. 
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